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(57) On prepare des copolymeres bioactifs en soumettant 
slmultanement au moins un compost A choisi parmi une 
proteine, un peptide, un derive de proteine ou de peptide et 
un materiau synthetique ou naturel B a un traltement radio- 
chimique ou photochimique, en presence d'un ou plusieurs 
monomeres vinyliques, d'au moms un inhibiteur d'nomopo- 
lymerisation et d'un agent reticulant, de manidre a. obtenir 
le greffage des motifs d'origine vinylique, par association 
covalente sur A et B. 
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L' invention concerne un procede d'obtention de 
copolymeres par greffage de motifs vinyliques et les 
copolymeres bioactifs resultants. 

Elle vise plus particulierement l'obtention de 
copolymeres comportant au moins une molecule, presentant 
une activite biologique, associee par liaison covalente a 
un materiau macromoleculaire, par 1 • intermedia ire de 
motifs greffes d'un ou plusieurs monomeres vinyliques. 

Ce type de copolymere a ete etudie pour elaborer par 
exemple des pro theses vasculaires ou encore des phases 
actives utilisables en chromatographic d'af finite. 

Dans ces applications, il s'agit de disposer, a la 
surface d'un materiau d'une molecule bioactive, capable 
d'interagir avec le milieu dans leguel se trouve le 
materiau. 

Selon l'art anterieur, 1 • association covalente de la 
molecule bioactive au materiau macromoleculaire support, 
est general ement obtenue par 1 ' intermediate d' agents de 
couplage. Ces agents sollicitent le plus souvent la 
capacite react ionnelle des groupes -OH ou NH2 de la 
molecule a lier. 

La probabilite pour un grand nombre de ces sites 
appartenant a xane m&me molecule de participer aux 
processus d 'association demeure importante, avec pour 
consseguence une reduction parallels de la liberte 
conformationnelle de la molecule et une diminution de son 
activite biologigue. 

Suivant une autre voie, certains des co-inventeurs 
de la presente demande ont tente d'associer de l'heparine 
sur un materiau polymere constitue par un polyester, par 
greffage radiochimique, a l'aide de monomeres vinyliques. 
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(Baquey et al. Innov. Tech. Biol. Med. vol 2, n* 4 1981, 
379-389) . 

Les conditions opdratoires utilises n f ont pas 
permis cependant le maintien en place satisfaisant de 
1 9 hepar ine . L 1 imperm6abilisation insuf f isante du 
polyester ne rendait pas le matdriau approprig pour une 
application par exemple comma substitut vasculaire. 

Les d6veloppements des travaux des invent eurs sur la 
technique de greffage mettant en oeuvre des monom&res 
vinyl iques ont k present permis de dgfinir des conditions 
op^ratoires assurant l'£tablissement entre des molecules 
bioactives et des mat6riaux macromol£culaires, de 
liaisons covalentes et permettant de munir le mat6riau 
macromol6culaire de propri&tds biologiques d'intdret. 

L 1 invention a done pour but de fournir un proc£de 
d'obtention de copolymferes bioactifs assurant un meilleur 
maintien de la liberty conforxnationnelle de la 3mol6cule 
biologique et, par Ik, de son activity biologique. 

Elle vise £galement & fournir des copolymeres 
permettant notamment de moduler les interactions de 
mat^riaux macromoldculaires avec les milieux biologiques 
avec lesquels ils sont mis en contact. 

L 1 invention vise en outre les applications 
biologiques de ces copolymeres pour l f elaboration par 
exemple de proth&ses vasculaires ou de phases actives 
utilisables en chromatographie d' affinity. 

Le procedd d'obtention des copolymeres bioactifs de 
l 1 invention est caract£ris£ en ce qu'on soumet 
simultan£ment au moins un composd A choisi parmi un 
peptide, une proteine „ ou un ddrivd de prot£ine ou de 
peptide „ et un mat6riau B synth^tique ou naturel , a un 
traitement radiochimique ou photochimique, en presence 
d 8 un ou plusieurs monom^res vinjjliques, d'au moins un 
inhibiteur d'homopolyiudrisation et d'un agent r6ticulant, 
de mani&re k obtenir le greffage des motifs d'origine 
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vinylique, par association covalenta sur A et B et la 
reticulation des motifs cMorigine vinylique. 

Ces dispositions permettent de fixer le produit A 
sur un materiau macromol6culaire B par 1 » intermediaire de 
chalnes polymeriques d 1 origins vinylique etablissant des 
ponts de longueur variable entre A et B et par 
reticulation entre ces ponts. II en results d'une part 
une fixation solide de A sur le materiau macromoieculaire 
B et une grande souplesse au niveau de la liaison entre A 
et B, la reticulation augmentant la density des liaisons, 
sans rigidification. 

Le choix de la proteine, du peptide ou du derive de 
proteine ou de peptide est effectu6 en fonction de 
l 1 application specif ique envisagee. 

D'une manifere g6ndrale, on a recours & une proteine , 
un peptide ou k un de leurs derives dote d'une activite 
biologique poss6dant une affinite particuliere pour un 
ligand donne qui peut &tre un r6cepteur cellulaire. 

Pour realiser des revetements etanches de textiles 
macromoieculaires, en vue notanunent de 1 • elaboration de 
prothfcses vasculaires, on utilise avec avantage come 
proteine A du collagfene. 

On met plus particulierement en oeuvre du collag&ne 
d'origine bovine contenant une proportion preponderate 
de collagene de type I. 

D*autres proteines avantageuses possedent une action 
pro- inhibit rice des proteases de la coagulation, ou 
proactivatrice de la fibrinolyse ou encore une action 
mediatrice de la fibrinolyse ou encore une action 
mediatrice de l f adhesion et de la croissance cellulaire. 

Comme facteurs pro-f ibrinolytiques, on citera 
!• urokinase, le tpA, la streptokinase. 

Des proteines favorisant 1 1 attachement cellulaire 
et/ou intervenant dans 1 1 organisation de la matrice 
extracellulaire des tissus telles que la fibronectine ou 
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la laminine, utilisdes le cas dchdant con j ointement avec 
d'autres protdines, par exemple le collagdne, permettent 
de disposer de copolymdres favor isant l f accrochage de 

cellules. 

D'airtres protdines encore comprennent l'dlastine ou 
des facteurs de croissance. 

Les ddrivds de prolines sont par exemple des 
glycoproteins ou encore des lipoprotdines. 

Pour disposer de systdmes de purification, il est 
dgalement avantageux de mettre en oeuvre des protdines 
utilisables dans les techniques de chromatographie 
d'affinitd telles que les immunoglobulines spdcifiques ou 
encore de 1 • antithrombine III. 

Le matdriau macromoldculaire B est d » orlgine 
synthdtique ou naturelle. 

Des matdriaux synthdtiques particulidrement 
intdressants pour les applicatiolns biologiques de ces 
copolymeres, comprennent les polymdres tels que 
polyesters, polyurdthannes , polymdres formant des fibres. 

Dans une variante le matdriau B lid h A constitue un 
revetement a la surface d'un autre type de matdriau. La 
liaison covalente ne met done en jeu que le rdseau 
macromoldculaire du revetement superficiel. 

Les matdriaux macromoldculaires naturels comprennent 
par exemple la cellulose, 1» agarose, le dextrane, 
l«amidon. Prdfdrentiellement, le monomdre vinylique est 
choisi parmi I'acide acrylique ou mdthacrylique ou des 
acrylates ou mdthacrylates d'alcoyle et d'hydroxyalcoyle, 
en particulier de & notamment de mdthyle. 

Le greffage est rdalisd par tout moyen radiochimique 
ou photochimique approprid. 

Selon un mode prdfdrd de rdalisation de l 1 invention 
le greffage est effectud selon un procedd radiochimique. 

L f utilisation d'dldments radioactifs dmettant des 
rayonnements r permet une rdalisation aisde du greffage. 
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La dose d61ivree est d*au moins 1 kilogray. Le debit de 
dose est de 3 kilogray/heure environ. 

Grace a 1* addition d'un agent reticulant au milieu 
reactionnel, des taux de greffage peuvent St re limit 6s, 
ce qui permet de mieux maintenir la liberty 
conformationnelle de A et done son activite biologique. 

L 1 agent reticulant permet la ramification et la 
reticulation des chaines d • homopolymfere en croissance. La 
probabilite de liaison des molecules de collag&ne k des 
chaines de poly(acide acrylique ou methacrylique ou 
derives) se trouve par Ik meme augmentee. 

Comme agents reticulants appropries, on citera des 
agents comportant au moins deux doubles liaisons 
vinyliques tels que le dimethacrylate d f ethylene ou le 
bis-acry lamide • 

Le greffage est de preference realise en phase 
liquide. 

Dans une disposition de ce mode de realisation le 
materiau macromoieculaire B est immerge dans une solution 
aqueuse renfermant la proteine, le monomere vinylique et 
1 • inhibiteur d » homopolymerisat ion . 

Les proportions de reactifs permettant d'obtenir les 
proprietes mecaniques satisfaisantes du materiau 
macromoieculaire et un aspect macroscopique inchange 
correspondent k I 9 utilisation du derive vinylique k 
raison de 15 4 25%, de 1« inhibiteur d'homopolymerisation 
k raison de 5 a 10% environ, de 1* agent de reticulation k 
raison de 0,001% k 0,25%, la proteine representant 
environ 30%, le restant etant de l'eau. 

Selon une variante, on opfere en phase vapeur, 

L 1 invention vise egalement en tant que produits 
nouveaux les copolym&res greffes tels qu f obtenus par mise 
en oeuvre du procede defini ci-dessus. 

Ces copolym&res sont caracteris4s en ce qu f ils 
comportent une proteine ou un derive de proteine A 
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associe par une liaison covalente & un materiau 
macromoieculaire B par 1 • intermedia ire d'un ou plusieurs 
monom&res vinyl iques, dans lesguels les chaines 
macromoieculaires d'origine vinylique sont reticuiees 
entre elles par des chaines provenant d'un agent de 
reticulation. 

Dans ces copolym&res, A et B sont tels que definis 
ci-dessus . 

Des copolymferes de 1 9 invention sont des copolym&res 
temaires de type proteine A/chainons d'origine vinylique 
reticules/materiau macromoieculaire B. 

La proteine A est formde par une proteine d'un type 
donnd ou renferme plusieurs proteines choisies en 
fonction des applications envisagdes. 

Le mater iau macromoieculaire peut etre forme d'un 
seul type de materiau ou de materiaux composites ou de 
structure complexe dans lesguels seule la surface sert de 
support h la proteine A. 

Compte tenu de leurs propritetes mecanigues et 
d'etctncheite particuliferement satisfaisantes, les 
copolym&res de 1' invention sont sp6cialement appropries 
pour 1' elaboration de substituts de proth&se vasculaires. 

L'etablissement de liaisons reticuiees entre elles, 
entre le reticulum proteique et par exemple un polyester 
constitutif d'un substitut vasculaire assure le maintien 
en place de la mati&re proteique in vivo . La solidite des 
liens etablis entre la ma trice proteique, par exemple du 
collagene, et le polyester, et la morphologie alveolaire, 
apparaissant sur la figure unique, de cette matrice 
favorise 1 9 installation perenne d'un endothelium 
consecutive & une implantation , ou A la culture in vitro 
de cellules endotheiiales* 

D'autres applications des copoiymeres de I s invention 
comprennent 1 1 elaboration de phases actives utilisables 
en chromatographie d'af finite pour la purification de 



35 



BNSDOCID: <FR 2655048A1 _l_> 



2655048 



7 

molecules biologigues ou pour effectuer un tri 
cellulaire. 

Ainsi, la fixation d» immunoglobulines sur un 
materiau B approprie permet de fixer selectivement les 
antigenes d'un milieu biologique. 

De meme la fixation d'ATIII sur un support B permet 
de disposer d'un mater iau pour separer de l'heparine v 
des fragments d' heparins d»un milieu donne ou des 
produits ayant une activite calquee sur celle de 
l'heparine. 

La capacite des proteines A & etre reconnues par les 
molecules du milieu A analyser permet d 'effectuer des 
separations avec des rendements eleves. 

En eff et, les molecules de A liees au support B 
auquel elles apportent une affinite specifique pour une 
molecule donnee, ou un type cellulaire donne, conservent 
mieux leur integrity fonctionnelle que lorsgu* elles sont 
liees selon les procddes chimiques de l'art anterieur. 

Pour illustrer 1' invention, on rapporte ci-apres des 
exemples de preparation de copolym&res greff es 

(1) polyteryphtalate d'ethylene/chainon d'origine de 
vinyl ique/collag6ne ou 

(2) cellophane/chainons vinylique/collagene. 

Dans ces exemples il est fait reference a la figure 
unique qui represente une photo d'une vue en microscopie 
electronique A balayage d'un echantillon de tricot de 
polyterephtalate d» ethylene copolymerise avec du 
collagene et de l'acide acrylique. 

EXEMPLE l - Etude de 1 • impermeabilisation d'une prothese 
en polyester greff e (copolymere polyterephtalate 
d'ethylene/collagene/acide acrylique) . 
- Protocole de greffage 
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8 

. Preparation des dchantillona de polyester 

Les prothfeses sont d6coup6es en echantillons, 
pesges, lav^es & l'eau distill6e boulllante dans un 
appareil de soxhlet jusqu'i masse constant e. 
. Preparation des r 6 act If s 

- acide acrylique 

L 1 acide acrylique fourni par MERCK contient 200 ppm 
d'hydroquinone comme inhibit eur de polymerisation. On 
peut £liminer cet inhibiteur par distillation du monom^re 
qui est ensuite stocks sous vide dans des ampoules & 
-8O 0 C. 

- collagfene 

Le collagfene d'origine bovine se pr£sente sous forme 
lyophilis6e, fourni par ORGANOTECHNXCS. 

II est dissous dans una solution d 9 acide acdtique 
glacial & 0,5 mol/1 & une concentration de 1,7%, puis 
stocks & +4*C, 

- sulfate de cuivre 

Une solution aqueuse de sulfate de cuivre & 10" 2 
mol/1 est r£alis£e. Additionn6e au milieu r£actionnel, 
elle permet d'dviter 1 9 homopolym^risation excessive de la 
solution • 

- dim6thacrylate d» ethylene 

L f agent reticulant est stocks h +4*C et utilise tel 
quel a trds faible concentration* 
. Mode operatoire 

On utilise 15 a 30% d 9 acide acrylique, 5 a 10% de 
CuSO A , 5H 2 0, 40% de solution de collag&ne, 0,01% a 0,25% 
d 9 agent de reticulation avec qsp 100% d 9 eau. 

Les Echantillons de polyester sont places dans une 
enceinte de verre contenant la solution de greffage 
homogeneis6e. Le contenu de la cellule est degaz£ par 4 
cycles successifs de congelation — pompage - 
d6cong61ation • 
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La congelation est realisee par immersion de 
1' enceinte dans 1 'azote liguide (-196 *C) . 

Le vide est realise a l'aide d'une pompe a palettes. 

La cellule est decongelee dans un bain-marie a 37 
Le nombre de cycles realise depend de la guantite de 
solution a degazer. La gualite du degazage est appreciee 
de fagon visuelle. 

La cellule contenant la solution degazee et les 
echantillons, est places dans un irradiateur pour subir 
1' irradiation necessaire a la polymerisation des 
differents reactifs. Les echantillons sont ensuite 
recuperes, laves dans une solution agueuse d'acide 
acetigue au 1/500, pendant lh, sous agitation, a 
temperature ambiante. 

lis sont rinces a l'eau distillee, et l'exces de 
copolymers est elimine. 

lis sont ensuite laves a l'eau distillee pendant 3 
jours. Lorsgue l'excedent de copolymers est elimine, les 
protheses sont congelees, lyophilisees et pesees. 
EXEMPLE 2 - Par irradiation gamma jusgu'a absorption de 2 
kilograys (r de 661 keV du « 7 Cesium) , sous un debit de 
dose de 3 ^Ugrays par heure de cellophane preimpregnee par 
une solution d'albumine ou de collagene et exposes en 
absence d'oxygene a la vapeur saturante d'acide 
acryligue, on obtient 1 ■ association irreversible de la 
proteine a la cellophane. Le materiau obtenu manifeste 
une biocompatibilite differente de celle de la cellophane 
de depart, la difference observee dependant de la 
proteine utilisee. 

EXEMPLE 3 - Par irradiation gamma jusgu'a absorption de 
10 a 15 kilograys (r de 661 keV du 137 Cesium) sous debit 
de dose de 2 fc^grays par heure de tricots de 

polyterephtalate d» ethylene (DACRON*) preimpregnes d'une 
solution agueuse de collagene et exposes en 1 'absence 
d'oxygene a la vapeur saturante d'acide acryligue, on 
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obtient 1 ' association irreversible immediate de protheses 
confectionnees a partir de tels tricots modifies. En 
outre l'af finite pour les plaguettes d'une part et pour 
le fibrinogene d* autre part, du materiau tralte se trouve 
modifiee par rapport a celle du polyester de depart. 
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REVENDICATIOWS 
1/ Proc6d6 d'obtention de copolyneres bioactifs 
caracterise en ce qu'on soumet simultanement au moins un 
compose; A choisi parml une proteine, un peptide, un 
derive de proteine ou de peptide, et un materiau 
synthetique ou naturel B a un traitement radiochimique ou 
photochimique, en presence d'un ou plusieurs monomeres 
vinyl iques, d*au moins un inhibiteur d'homopolymerisation 
et d'un agent retioulant, de maniere a obtenir le 
greffage des motifs d' origins vinylique, par association 
covalente sur A et B. 

2/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le compose A possede une af finite specifique pour un 
ligand donne moleculaire ou cellulaire. 

3/ Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que le compost A est du collagene. 

4/ Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que la proteine A possede une action pro- 
inhibit rice des proteases de la coagulation, ou 
proactivatrice de la fibrinolyse ou encore une action 
mediatrice de 1* adhesion et de la croissance cellulaire. 
5/ Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que la proteine A est choisie parmi les proteines 
favorisant 1 ' attachement cellulaire telles que la 
fibronectine ou la laminine et est utilisee le cas 
echeant avec d'autres proteines telles que le collagene. 
6/ Proceae selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que la proteine A est une proteine utilisable dans 
les techniques de chroma tographie d'af finite, telle que 
des immunoglobulines specif iques et 1 * antithrombine III. 
7/ Procede selon l'une quelconque des revendications l 
A 6, caracterise en ce que le materiau synthetique 
est un materiau iracrcroieculaiie,, en particulier constitud par 
un polymere tel qu'un polyester, un polyurethanne ou un 
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polymfere formant des fibres ou un materiau naturel tel 
que la cellulose, l 1 agarose , le dextrane ou l^midon. 
8/ Proc6d6 selon l'une quelconque des revendications 1 
Ji 7, caract^risd en ce qu'on soumet le all leu r6actionnel 
& un traitement radiochimique, plus particuliferement en 
irradiant k l'aide de rayons r 6mis par des elements 
radioacrtif s. 

9/ Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
k 8, caract6rise en ce que le greffage est realise en 
phase liquide r le materiau macromoleculaire B 6tant 
avantageusement immerge dans une solution aqueuse 
renfermant la proteine, le monomfere vinyl ique et 
1 1 inhibit eur d'homopolymerisation. 

10/ Copolym&res bioactifs, caract6rises en ce qu'ils 
comportent une proteine ou un derive de proteine A, 
associe par liaison covalente & un materiau 
macromoleculaire B, par 1 • interm6diaire d'un ou plusieurs 
monom^res vinyliques, dans lesquels les liaisons 
covalentes sont rdticulees entre elles par des chaines 
provenant d'un agent de reticulation. 

11/ Copolym^res selon la revendication 10 , caract6risds 
en ce que A et B sont tels que definis dans l'une 
quelconque des revendications Ik 7 . 

12/ Copolymferes selon la revendication 11 , caracterises 
en ce qu"il s'agit d'un copolymere ternaire comprenant du 
collagene et un polyester relics par des ponts vinyl iques 
reticules entre eux par 1 • intermediate d'un agent de 
reticulation. 

13/ Copolymferes bioactifs tels qu'obtenus par mise en 
oeuvre du procede selon l'une des revendications 1 a 9. 
14/ Substituts de prothese vasculaire, caracterises en 
ce qu'ils sont eiabores h partir des copolym^res selon 
l'une des revendications 10, ii et 13. 
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15/ Substitute de proth&se vasculaire, caract£ris£ en ce 
qu'ils sont 61abor6s & partir des copolym&res selon la 
revendication 12, 

16/ Phases actives utilisables en chromatographic 
d 1 affinity, caract6ris6es en ce qu'elles sont £labor£es h 
partir de copolym&res selon l»une des revendications 10 & 
5 13. 
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